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Abstract: 

New polypeptide reactive with anti-P30 antibodies against Toxoplasma gondii New 
polypeptide (I) reacts specifically with an antibody against the P30 protein of Toxoplasma 
gondii and comprises a sequence in which every sequence of 6 contiguous amino acids (aa) 
has at most 67% homology with the P30 sequence of 336 aas reproduced in the 
specification or a deriv. of such a sequence. Excluded are all peptides having sequences 15 
(or any part of it), 16, 17 or 18 GETGGRSRSS WNARLARTGR NFRFYDPAKV 
KSLVVTDFSR LMLRKALEKK EALR (15) XDFSRLMLRK ALEKKEAKR (X = T in 
(16) or acetyl-Cys in (17)), EGETGGRSRS SWNARLARKQ AIDDGQQEER 
GQLLQCRSIG IRPAGSLESR RGSQESGLRA SVGFDSRVLR CRKGQLRVGE FRRPA 
(18). Also new are: (1) polynucleotides (II) encoding (I), (2) cassette for expression of (II), 
(3) vectors contg. such cassettes, (4) eukaryotic or prokaryotic cells contg. these cassettes or 
vectors. 
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(54) Polypeptides mimotopes de Toxoplasma gondii et applications 



(57) ^invention concerne un polypeptide capable 
de reagir sp6cif iquement avec un anticorps anti proteine 
P30 de Toxoplasma gondii, et comprenant une sequen- 
ce peptidique, dont toute suite de 6 acides amines con- 
tigus presente au plus 67 % d'homologie avec la se- 



quence peptidique de ladite proteine P30, identified par 
SEQ ID N01 , ou comprenant une sequence d6rivee de 
ladite sequence peptidique, et les applications de ce po- 
lypeptide notamment pour d6tecter une infection par 
Toxoplasma gondii, dans un 6chantillon biologique. 
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De eription 

La presente invention concemo un polypeptide, capabl de se substituer a un antigene de Toxoplasma gondii, un 
polynucleotide dont I'expression correspond audit polypeptide, et leur utilisation a des fins diagnostiques et th6rapeu- 
tiques. 

La toxoplasmose st une maladie infectieuse cause par un parasite protozoaire Toxoplasma gondii, membr de 
la classe des Sporozoa et de I'ordre des Coccidia. Toxoplasma gondii est un parasite intracellular qui se reproduit 
dans une grande variete de types cellulaires chez ses h6tes, qui sont les mammiferes. 

Ce parasite, qui est tres largement r6pandu geographiquement, est un agent pathogene important, non seulement 
en medecine humaine, mais 6galement en medecine vet6rinaire. 

Chez I'homme, deux formes du parasite ont 6te decrites : le "tachyzoite". qui est la forme multiplicative rencontree 
au cours de la phase aigue de la maladie et le "bradyzoite", forme r6sistante qui persiste enkystee dans les tissus 
nerveux, et qui est vraisemblablement responsable de I'entretien d'une immunite durable a la reinfection. 

Chez I'etre humain, la toxoplasmose est le plus souvent asymptomatique et passe la plupart du temps inapercue 
sans presenter de consequences. II existe cependant des cas pour lesquels une infection par le toxoplasme ou une 
reactivation d'une infection acquise ant6rieurement peut g6n6rer des troubles graves pour les personnes dites a risque 
que sont les femmes enceintes et les sujets immunode>rim£s ou immunosupprim£s. Cet organisme a des sieges de 
replication multiples. Ainsi, il peut §tre responsable d'atteintes oculaires et c6r6brales s6veres lorsque son siege de 
replication est les cellules du systeme nerveux central et les cellules du systeme reticuloendothelial. La femme enceinte 
represente un sujet a haut risque, puisqu'une infection toxoplasmique, notamment pendant les premiers mois de la 
grossesse, peut etre a I'origine de graves complications foetales et neonatales si le traitement matemel n'est pas 
pr6cocement entrepris et poursuivi avec assiduite. En particulier, les nouveaux n6s contamin6s par voie transplacen- 
tal sont sujets a des troubles c6r6braux ot oculaires graves, voire mortels dans certains cas. Les malades immuno- 
deprimes et particulierement les sideens sont sujets a des toxoplasmoses graves dues le plus souvent a des reacti- 
vations defections ant6rieures, bien qu'une dissemination suite a une primo-infection ne puisse Stre totalement exclue 
(voir FARKASH et al., J. Neurology, Neurosurgery and Psychiatry 1986, 49, 744-748 et Luft et al, J Am Med Ass 
1984,252,913-917). 

II est done indispensable de disposer de tests de diagnostic qui permettent de determiner la presence du parasite, 
notamment chez la femme enceinte, soit par detection d'anticorps specifiques, soit par detection d'antigenes du toxo- 
plasme chez le sujet. 

HUGUES dans "Current topics in Microbiology and Immunology" (vol. 120, 1985, SPRINGER Ed., pages 105-139) 
a repertorie un certain nombre de tests de serodiagnotic disponibles commercialement, teis que le test de coloration 
de SABIN et FELDMAN, standardise par BEVERLY et BEATTLE en 1958 et perfectionne par FELDMAN et LAMB 
(1966), WALDELAND (1976) et BALFOUR et al. (1982) ; le test de detection d'anticorps par immunofluorescence de 
REMINGTON (1968), optimise en 1975 par KARIM et LUDLAM ; les tests ^hemagglutination ; le test ELISA pour la 
detection d'anticorps specifique pour le Toxoplasme, par isolement d'lgM in situ sur microplaque decrit en 1983 par 
WIELARRD et al. 

Les differents tests mis en oeuvre reposent sur la formation de complexes immuns entre les antigenes de Toxo- 
plasma gondii et leurs anticorps specifiques. Un des points critiques consiste done en la caracterisation des antigenes 
majeurs de Toxoplasma gondii, qui induisent une reponse immunitaire specifique et sont susceptibles d'etre utilises 
dans des tests serologiques de detection. 

Des auteurs ont montre que la plupart des anticorps monoclonaux diriges contre la surface de Toxoplasma gondii 
reconnaissent une proteine de 27 a 35 KDa, nomm6e P30 (Kasper et al.; 1 983, J. Immunol. t30, 2407-2412). Plusieurs 
travaux ont mis en evidence que cette proteine P30 est un antigene majeur de surface qui peut etre utilise pour la 
production de vaccins ou dans des tests de diagnostic, notamment dans des immunoessais. Par ailleurs, Boothroyd 
et al.(voir la demande de brevet WO 89/08700) ont identifie et obtenu le materiel genetique codant pour la proteine 
P30 de Toxoplasma gondii et suggerent I'utilisation du gene pour la production de proteine recombinanle, de peptides 
et d'anticorps. Ce gene a ete clone (Burg et al., 1988, J. Immunol., Ul , 3584-3591 ). L'analyse de la sequence montre 
un site potentiel de N-glycosylation, un signal de secretion positionne a I'extr6mite N-terminale qui est dive dans la 
proteine P30 mature et une region C-terminale fortement hydrophobe egalement clivee et remplacee par un glycolipide 
permettant I'ancrage membranaire de la proteine P30. 

II subsiste cependant un probleme qui consiste en I'obtention de quantites suffisantes de I'antigene P30. En effet, 
dans le but d'obtenir des antigenes ou des parties d'antigenes P30, utilisables notamment dans des proc6d6s de 
diagnostic, trois approches sont actuellement disponibles. 

La premiere consiste a realiser des cultures du parasite Toxoplasma gondii dans un grand nombre de souris 
infectees, a preiever les antigenes naturels de Toxoplasma gondii, et notamment la P30, par voie periton6ale et a les 
purifier. Toutefois, cette technique pr6sente de nombreux inconvenients tels que le cout, la necessite de disposer d'un 
personnel exp6rimente et d'un grand nombre d'animaux, la complexite de la technique ou les difficultes iiees a I'ex- 
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traction qui st p u performante. 

La seconde approche, derivee de la precedent , fait appel a la culture in vitro du parasite dans des cultures 
cellulaires (Grimwood et al. 1979, Experimental Parasitology, 48, 282-286). Toutefois, cett approche ne permet pas 
de pallier les inconvenients de cout ou d'extraction ptecites. 

La troisiem approche fait reference aux technologies de recombinaison genetique et consiste a introduire et 
doner dans un genome procaryote, eucaryote ou viral, tout ou partie du gene codant pour la proline P30, a xprimer 
ledit gene dans une cellule hdte et a extraire la proteine P30 recombinante obtenue. Cette technique oflre de nombreux 
avantages mais souffre d'un faible taux d'expression de la proteine. Par ailleurs, Burg et al. (1988, Journal of Immu- 
nology, 141, 3584-3591) ont montr6 que la proteine P30 naturelle est un antigene fortement structure presentant des 
contraintes conf ormationnelles. La conformation de la proline P30 est un 6l6ment determinant pour sa reconnaissance 
par des anticorps specifiques et resulte notamment de la presence de ponts disulfure dans la proteine. Or, il est difficile, 
par recombinaison genetique, de maitriser parfartement les modifications posMraductionnelles que subissent les pro- 
teines synth6tis6es. Par consequent, il est difficile d'obtenir, par recombinaison g6n6tique, une proline P30 ou une 
partie de ladite proteine qui sort convenablement matur6e de maniere a ce qu'elle adopte une conformation suffisam- 
ment proche de celle de la proteine P30 naturelle pour permettre une reconnaissance specifique par les anticorps 
dirig6s contre ladite proteine. 

Conformement au document WO-A-89/1 2683, il est decrit des polypeptides capables de r6agir avec un anticorps 
anti-proteine P30 de Toxoplasma gondii et poss6dant une sequence peptidique choisie parmi la sequence SEQ ID 
N015, les fragments de SEQ ID N015, SEQ ID N016, SEQ ID N017 et SEQ ID N018, identifi6es en fin de description. 
Ces polypeptides ont ete determines a partir de la sequence peptidique d'une proteine de Toxoplasma gondii et con- 
sistent en la sequence de cette dernifcre ou des fragments antig6niques de cette demiere. Etant donne le faible taux 
d'homologie desdites sequences avec celle de la proteine P30, on peut avancer que la sequence peptidique de la 
proteine a I'origine de ces polypeptides n'est pas celle de la proteine P30. Ces polypeptides posent le probleme de 
leur spScificite ; en effet ils ont des proprietes antigeniques vis-a-vis des anticorps anti-P30, mais ils ont probablement 
les memes proprietes vis-a-vis des anticorps diriges contre la proteine de laquelle ils ont ete definis. 

De facon surprenante, on a montre qu'un polypeptide synthetis6 par voie chimique ou par le biais des methodo- 
logies de recombinaison genetique, n'ayant subi aucune modification apres sa synthese, est capable d'etre reconnu 
par des anticorps sp6cifiques de la proteine P30, notes anti-P30. 

Avant d'aborder les objets de invention, diff 6rents termes employes dans la description qui va suivre sont ci-apr6s 
definis. 

Par "proteine P30", on entend I'antigene majeur de Toxoplasma gondii, done la sequence peptidique est identifiee 
par la reference SEQ ID N01 . 

Par "sera d'individus ou d'animaux infectes par Toxoplasma gondii," on entend notamment des sera de patients 
ayant contracts une infection tecente ou ancienne par Toxoplasma gondii et qui contiennent des immunoglobulines 
reconnaissant specifiquement tout ou partie de la proteine P30. 

Bien entendu, un polypeptide selon invention peut egalement etre reconnu par d'autres anticorps, comme par 
exemple des anticorps monoclonaux ou polyclonaux obtenus par immunisation d'especes variees par la proteine P30 
naturelle, la proteine P30 recombinante, leurs Iragments ou peptides. 

Par "polypeptide", on d6signe un peptide ou un fragment peptidique, ou une proteine, obtenu par synthase chimi- 
que ou par des techniques de recombinaison genetique. Les polypeptides selon I'invention peuvent Stre obtenus par 
des methodes de synthese classique, par exemple dans un syntrtetiseur automatique de peptides, ou par les techni- 
ques de genie genetique comprenant insertion d'une sequence d'ADN codant pour ledit polypeptide dans un vecteur 
d'expression tel qu'un plasmide ou un virus comme decrit dans la presente demande, et la transformation de cellules 
avec ce vecteur d'expression et culture de ces cellules eucaryotes ou procaryotes. 

Le degre d'homologie d'une premiere sequence peptidique, par rapport a une deuxieme sequence peptidique de 
reference, caracterise le degre maximum, exprime en pourcentage, d'identite entre les deux sequences. II est 6valu6, 
pour une suite d'un nombre donne d'acides amines contigus, par alignement des deux sequences, et en deplacant 
Tune par rapport a I'autre, et en comparant les acides amines dans les deux sequences. 

Par "sequence dSrivee d'une autre sequence d'acides amines", on entend une sequence d'acides amines modifiee 
par insertion et/ou delation et/ou substitution et/ou allongement et/ou raccourcissement et/ou modification chimique 
d'un ou plusieurs acides amin6s, a I'exclusion de toute sequence peptidique dont toute suite de 20 acides amines 
contigus presente au moins 40% d'homologie avec la sequence peptidique de la proteine P30 (SEQ ID N01), pour 
autant que ces modifications pteservent substantiellement voire developpent les proprietes de ladite sequence. Ainsi 
on entend par "sequence ddrivee", notamment les sequences dans lesquelles un ou plusieurs acide amine est substitu6 
par un ou plusieurs autres acides amines comme illustte a I'Exemple 6 ; les sequences dans lesquelles un ou plusieurs 
acide amine de la serie L est remplac6 par un acide amine de la sSrie D, et vice-versa ; les sequences dans lesquelles 
on a introduit une modification des chaines laterales des acides amines, telle que par exemple une acetylation des 
fonctions amines, une carboxylation des fonctions thiols, une esterification des fonctions carboxyliques ; une modifi- 
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cation des liaisons peptidiques telles qu par xemple des liaisons carba, r tro, inv rso, retrcnnv rso, reduites et 
m6thylene-oxy. 

Par 'polynucleotide', on ntend sort une sequence d'ADN, soit une sequence d'ARN, soit une sequence d'ADNc 
resultant de la transcription inverse d'un sequence d'ARN, d'origine naturelie ou de synthese, avec ou sans bases 
5 modifies. 

La presente invention a pour objet un polyp ptide capable de reagir specif iquement avec un anticorps anti-proteine 
P30 de Toxoplasma gondii, et comprenant une sequence peptidique, presentant, dans toute suite de 6 acides amines 
contigus, au plus 67 % d'homologie avec la sequence peptidique de ladite proteine P30, identified par SEQ ID N01, 
ou comprenant une sequence denvee de ladite sequence peptidique. 

10 De maniere prelerentielle, un polypeptide de invention comprend une sequence peptidique, presentant, dans 

toute suite de 11 acides amines contigus, au plus 36 % d'homologie avec iadite sequence peptidique SEQ ID N01 , ou 
comprend une sequence derived. Un polypeptide particulier de invention possede une sequence peptidique consistant 
en une sequence peptidique, presentant, dans toute suite de 11 acides amines contigus, au plus 36 % d'homologie 
avec ladite sequence peptidique SEQ ID N01 , ou consistant en une sequence d6rivee. 

is La presente invention a 6galement pour objet un polypeptide capable de reagir sp6cifiquement avec un anticorps 

anti-proteine P30 de Toxoplasma gondii, qui possede une sequence peptidique comprenant SEQ ID N02, ou une 
sequence dSrivee. 

La sequence peptidique d'un tel polypeptide comprend avantageusement une sequence choisie parmi SEQ ID 
N03, SEQ ID N04, et leurs sequences respectivement derivees. 
20 En particulier, ladite sequence peptidique comprend une sequence choisie parmi SEQ ID N05, SEQ ID N06, et 

leurs sequences respectivement d6rtvees. 

De maniere encore pr6f£rentielle, ladite sequence peptidique comprend une sequence choisie parmi SEQ ID N07, 
SEQ ID N08, SEQ ID N09, SEQ ID N010, et leurs sequences respectivement d6rivees. 

Un polypeptide particulier de I'invention possede une sequence peptidique consistant en une sequence choisie 
25 parmi SEQ ID N02, SEQ ID N03, SEQ ID N04, SEQ ID N05, SEQ ID N06, SEQ ID N07, SEQ ID N08, SEQ ID N09, 
SEQ ID N010, et leurs sequences respectivement derivees. 

Le polypetide tel que defini precedemment peut dtre d'origine phagique ou virale ou bacte>ienne ou eucaryote 
interieur ou eucaryote sup6rieur. 

En particulier, ce polypeptide peut 6tre un fragment peptidique d'enveloppe, un fragment peptidique membranaire 
30 ou un fragment peptidique susceptible d'etre excrete. 

Par ailleurs, iesdits polypeptides peuvent etre conjuqu6s selon des techniques bien connues de I'homme du metier, 
a une molecule porteuse comme par exemple une proteine naturelie ou recombinante (exception faite de la proteine 
P30 naturelie ou recombinante), un polymere synthetique d'acides amines ou de chaines aliphatiques, un fragment 
nucleique ou a une molecule traceuse comme par exemple un oligonucleotide, une enzyme telle que notamment la 
35 peroxydase de rarfort, la phosphatase alcaline ou la galactosidase ou encore un radioelement ou fixes sur tout support. 

II est bien entendu que toute sequence peptidique differente de celles decritesdans I'invention, et suceptible d'etre 
comprise dans la sequence peptidique d'un polypeptide de I'invention ne doit pas, en tant que telle, etre capable de 
reagir avec un anticorps anti-proteine P30. 

Un second objet de la presente invention est une application d'un polypeptide decrit ci-dessus et consiste en un 
40 reactif pour la detection d'une infection par Toxoplasma gondii, ledit reactif comprenant, a titre de substance reactive, 
un polypeptide de I'invention. 

Un troisieme objet de Pinvention est un kit de defection d'une infection par Toxoplama gondii, comprenant le reactif 
decrit ci-dessus, supporte par un support solide, immunologiquement compatible avec ledit reactif. 

Le terme support solide tel qu'utilise* ici est sans limitation sous la forme d'une plaque de microtitration, d'une 
45 feuille, d'un cdne, d'un putts, d'une bille, ou tout autre substrat micro-particulaire approprie, et inclut tous les materiaux 
sur lesquels peuvent etre immobilises les fragments peptidiques de I'invention. Ce peut etre des materiaux de synthese 
modifies ou non chimiquement, notamment des polysaccharides, tels que les materiaux de cellulose, par exemple du 
papier, des derives de cellulose tels que la nitrocellulose et I'acetate de cellulose; des poiymeres tels que chlorure de 
vinyle, polyethylene, polystyrene, polyacrylate, ou copolymers tels que polymere de chlorure de vinyle et de propylene, 
50 polymere de chlorure de vinyle et d'acetate de vinyle; copolymeres a base de styrene; des fibres naturelles telles que 
le coton et des fibres synthetiques telles que le nylon. De preference, le support solide est un polymere de polystyrene, 
un copolymere butadiene-styrene ou un copolymere butadiene-styrene en melange avec un ou plusieurs poiymeres 
ou copolymeres choisis parmi le polystyrene, les copolymeres styrene-acrylonitrile ou styrene-methylmethacrylate de 
methyle, les polypropylenes, les polycarbonates ou analogues. 
55 La fixation du reactif sur le support solide peut etre realisee de maniere directe ou indirecte. 

De maniere directe, deux approches sont possibles: soit par adsorption du reactif sur le support solide, c'est a 
dire par des liaisons non covalentes (principalement de type hydrogene, \fen der Wals ou ionique), soit par 6tablisse- 
ment de liaisons covalentes entre le reactif et le support. De maniere indirecte, on peut fixer prealablement (par ad- 



4 



EP 0 724 016 A1 



sorption ou covalence) sur le support solide un compost 'anti-reactif capabl d'int ragir avec I reactif de facon a 
immobtliser Tens mble sur le support solide. 

L'invention apporte en outre un proc6d6 pour la detection et/ou la separation, et notamment purification, et/ou le 
dosage d'anticorps anti-prot6ine P30 dans un echantillon de fluide biologique comprenant les etapes suivantes: on 
met en contact ledit echantillon avec un r6actif de I'invention, dans des conditions permettant une reaction immunolo- 
gique, puis on det cte, s6pare t/ou quantifie le c mplexe immun 6ventuellem nt forme. 

Selon une variante, i'invention apporte un proc6d6 pour le dosage de la proline P30 de Toxoplasma gondii dans 
un echantillon d'un fiuide biologique, eftectue par une technique de competition, au cours duquei on met simultanement 
en contact ledit echantillon avec une quantite pred6termin6e d'anticorps anti-prot6ine P30, et une quantite pr6d6ter- 
min6e d'un r6actif de I'invention, et on determine la quantity de prot6ine P30 dans ledit 6chantillon par deduction a 
partir de la quantite m6sur6e du compiexe forme entre ie r6actif et lesdrts anticorps anti-prot6ine P30. 

Selon une autre variante d'un proc6de de ('invention pour le dosage de la proteine P30 dans un echantillon d'un 
fluide biologique, dans un premier temps, on met en contact ledit echantillon avec une quantite predetermined d'anti- 
corps anti-proteine P30, dans un second temps, on ajoute une quantite predeterminee d'un r6actif de I'invention, et 
on determine la quantite" de proline P30 dans ledit echantillon par deduction a partir de la quantite mesur^e du com- 
piexe forme entre ie r6actif et lesdits anticorps anti-prot6ine P30. 

Ces proc6d6s peuvent §tre bas6s sur une methode radioimmunologique de type RIA, RIPA ou IRMA ou une 
methode immunoenzymatique de type Western-blot ou ELISA. 

Une autre application des polypeptides de I'invention est une composition immunoth6rapeutique active, notamment 
preparation vaccinale, comprenant, a titre de principe actif, un polypeptide d6crit ci-dessus, ledit principe actif etant 
eventuellement conjugue avec un support immunologiquement adapte, et eventuellement un excipient pharmaceuti- 
quement acceptable. 

L'invention apporte en outre un polynucleotide codant pour un polypeptide decrit ci-dessus. Ce polynucleotide 
comprend une sequence nucleotidique notamment choisie parmi SEQ ID NO 11, SEQ ID N012, SEQ ID N013, SEQ 
IDN014. 

Elle concerne aussi une cassette d'expression fonctionnelle permettant Texpression d'un polynucleotide de I'in- 
vention et comprenant ce dernier, ainsi qu'un vecteur et un systeme cellulaire eucaryote ou procaryote comprenant 
une cassette d'expression. 

La presente invention est maintenant illustree a partir des exemples 1 a 7 et des dessins dans lesquels: 
La figure 1 iliustre ('inhibition par la proteine P30 native de la reponse ELISA obtenue avec le clone phagique 
identify dans I'exemple 2. En abscisse sont indiqu6es les concentrations, exprim6es en u.g/ml, de la proteine P30 
preincubee avec 6nM d'anticorps monoclonal anti-P30 et en ordonnee les valeurs de densite optique mesurees a 492 
nm. 

La figure 2 iliustre, selon courbe a, Tinhibition par un serum de patient infecte par Toxoplasma gondii de la r6ponse 
ELISA obtenue avec le clone phagique identifie dans I'exemple 2, par rapport a un serum temoin non infecte, selon 
courbe b. En abscisse sont indiquees les dilutions dudit s6rum et en ordonnee les valeurs de densite optique mesurees 
a 492 nm. 

La figure 3 est un histogramme illustrant la reponse en ELISA des pentadecapeptides chevauchants synthetis6s 
selon la technique Pepscan suivants : 



(1) FYSHSADGAWHWRHR 

(2) YSHSADGAWHWRHRI 
O) SHSADGAWHWRHRIP 
( 4 > HSADGAWHWRHRIPL 

(5) SADGAWHWRHRIPLQ 

(6) ADGAWHWRHRIPLQL 

(7 ) DGAWf-lWRHRIPLQLA 

(8) GAWHWRHRIPLQLAA 

( 9) AWHWRHRIPLQLAAG 
do) WHWRHRIPLQLAAGR 
(ID HWRHRIPLQLAAgRG 



d2) WRHRIPLQLAAGRGA 

(13) RHRIPLQLAAGRGAA 

(14) HRIPLQLAAGRGAAG 

(15) RIPLQLAAGRGAAGA 
de) IPLQLAAGRGAAGAE 

(17) PLQLAAGRGAAGAET 

(is) LQLAAGRGAAGAETV 

(is) QLAAGRGAAGAETVE 

(20) LAAGRGAAGAETVES 

(21) AAGRGAAGAETVESC 

(22) AGRGAAGAETVESCL 



Les figures 4A a 4F repr6sentent les reponses en ELISA de diff6rents mutants de substitution du peptide His-Arg 
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lle-Pro-Leu-Gln-Leu-Ala-Ala-Gly-Arg-Gly-Ala-Ala-Gly qui sont ies suivants: 
A : substitution de I'histidine en position 1 
5 X-Arg-Il -Pro-Leu^ln-Leu-Ala-Ala-Gly-Arg-Cly-Ala-Ala-Gly 

B : substitution de I'arginine en position 2 

Hia-X-Ile-Pro-Leu-Gln-Leu-Ala-Ala-Gly-Arg-Gly-Ala-Ala-Gly 

10 c : substitution de la proline en position 4 

Hie-Arg-Ile-X-Leu-Gln-Leu-Ala-Ala-Gly-Arg-GlyWUa-Ala-Gly 

D : substitution de i'isoleucine en position 3 

1S His-Arg-X-Pro-Leu-Gln-Leu-Ala-Ala-Gly-Arg-GIy-Ala-Ala-Giy 

E : substitution de la leucine en position 7 

Hie-Arg-Ile-Pro-Leu-Gln-X-Ala-Ala-Gly-Arg-Gly-Ala-Ala-Cly 

F : substitution de la glutamine en position 6 

20 

Hia-Arg-Ile-Pro-Leu-X-Leu-Ala-Ala-Cly-Arg-Gly-Ala-Ala-Gly 

L'6toile design e la reponse obtenue avec le peptide sauvage. 

En abscisses, sont representes Ies acides amines selon leur nomenclature a une lettre, en ordonnees sont indi- 
25 qu6es Ies valeurs de densite optique mesur6es a 405 nm. 

L'invention sera mieux comprise a I'aide des exemples qui suivent. II doit etre bien entendu, toutefois, que ces 
exemples sont donnes uniquement a titre d'illustration de I'objet de I'invention, dont ils ne constituent en aucune maniere 
une limitation. 

30 Exemple 1 : Selection d'un pentadecapeptide capable de reaqir specifiquement avec un antlcorps monoclonal 
antf-P30 , 

Dans un premier temps, une banque d'expression de pentaddcapeptides a 6t6 construite dans un phage filamen- 
teux selon la m6thode d6crite par SCOTT et SMITH (1990, Science, 249, 386-390). Cette banque est realisee en 

35 insurant un oligonucleotide synthetique au niveau d'un gene codant pour une proline phagique d'enveloppe (proteine 
PHI) dont cinq copies sont presentes a la surface du phage. Cet oligonucleotide consiste en une sequence ayant un 
code degenere [(NNK) 15 ] ou NNK represente un melange egal des codons correspondants aux 20 acides amines et 
le codon stop Amber. Cette banque d'expression permet d'obtenir a ta surface du phage, cinq copies d'une proteine 
fusionnee (PHI - pentadecapeptide). Le site d'insertion du pentadecapeptide dans la sequence de ia proteine Pill 

40 correspond a la sequence : NH 2 -Ala-Asp-Gly-Ala-[pentadecapeptide]-Gly-Ala-Ala-Gly-Ala-Glu-Thr-Val-Glu-COOH. 

Dans un second temps, le fond de boites de P6tri de 35 mm de diamfetre est traite avec 1 ml d'une solution de 
streptavidine a la concentration de 1 0 ng/ml dans du NaHC0 3 0, 1 M et incube pendant une nuit a 4°C. Apres elimination 
de la solution de streptavidine, une solution de 0.1M NaHC0 3 , 0,1% de s6rum albumine bovine (BSA), 0,1 u.g/ml de 
streptavidine et 0,02% de NaN 3 est ajoutee afin de saturer Ies sites de liaison non spScifiques et I'ensemble est incube 

45 pendant 2 heures a temp6rature ambiante. Les boites de Petri sont Iav6es 6 fois avec du tampon TBS (tampon Tris 
0,1 M pH7,2) /Tween 0,5% et 10 ^g d'anticorps monoclonal anti-P30 1 E1 E7 (BioMerieux) biotinyle sont ensuite incubes 
une nuit a 4°C dans ies boites de P6tri trait6es comme decrit ci<lessus. Ceci permet d'obtenir, de facon connue, des 
boites de Petri au fond desquelles sont immobilises lesdits anticorps par I'intermediaire de la streptavidine. 

Un echantillon de la banque d'expression contenant environ 10 12 virions est alors incube pendant quatre heures 

50 a 4 a C en presence desdits anticorps biotiny!6s fix6s au fond de la boite de P6trL Apres plusieurs lavages avec du TBS, 
les phages qui sont rest6s fix6s aux anticorps anti-P30 sont 6lu6s avec 400 ^il d'une solution d'HCI 0.1N pH 2,2 con- 
tenant 0,1% de BSA, puis neutralises par 75 u.1 d'une solution Tris-HCI 1M pH 9,1. 

Apres concentration a 100jil, la suspension de phages 6lu6s est soumise a une 6tape d'amplification par infection 
d'une suspension a 5x10 9 bacteries/ml d'une souche d' E. coii (K91Kan). Les bacteries infectees (voir Sambrook et 

S5 al., 1989. Molecular Cloning : A Laboratory Manual, 2nd Edition, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor) 
sont incubees pendant 45 minutes a 37°C dans 20ml de milieu NZY (tryptone 10g/l, extrait de levure 5g/l, NaCI 5g/l, 
pH ajust6 a 7) contenant 0,2u.g/ml de t6tracycline. La concentration en tetracycline du milieu est ensuite 6levee a 
20mg/ml. Les phages infectieux portant un gene de resistance a la tetracycline, seules les bacteries ayant 6te infectees 
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par le phage sont amplifies. La culture des bactenes se poursuit pendant une nuit a 37°C. Apres cent rlfugat ion de la 
culture afin d'eliminer les cellules bactenennes, 3 ml de poly6thy!ene-glycol (PEG) 16,3% - NaCI 3,3M sont ajoutes au 
surnageant afin de precipiter les phages presents. Apres une incubation une nuit a 4°C et une centrifugation, le culot 
de phages est repris dans 1 ml de TBS (tampon Tris 0,1 M pH7,2) et repreciprt6 par 150 uJ de PEG/NaCI. Une centri- 
fugation permet d'obtenir un culot de phages qui est r mis en suspension dans 200 u,l de TBS. La concentration n 
phages apres cette amplification est d' nviron 2x1 0 13 virions/ml. 

Environ 10 12 virions issus'de I'etape d'amplification pr6cedente sont incub6s avec une solution d'anticorps mono- 
clonal 1E1E7 100 nM, une nuit a 4°C. Ce melange est ensuite plac6 dans une boite de P6tri preatablement traitee a 
la streptavidine et incubS pendant dix minutes a temperature ambiante. La boite de P6tri est Iav6e plusieurs fois avec 
du TBS (tampon Tris 0, 1 M pH 7,2) / Tween 0,5% et les phages restes fixes aux anticorps monoclonaux anti-P30 sont 
elues comme d6crit precedemment. 

Apres une nouvelle phase d'amplification de phages a partir de 100 uJ de phages Slues et une nouvelle phase de 
selection par les anticorps monoclonaux anti-P30 1E1E7 (a la concentration de 0,1 nM), 58 colonies bacteriennes 
infectees sont isolees et 30 choisies au hasard sont inoculees individuellement dans 1 ,7 ml de milieu NZY-tetracycline 
(20 ng/ml). Apres culture sous agitation pendant 16 a 24 heures a 37°C, les cellules sont 6limin6es par centrifugation. 
Le surnageant (Iml) est melange a 150 uJ d'une solution de PEG/NaCI et incube pendant quatre heures a 4°C. Apres 
centrifugation, les phages sont remis en suspension dans 500 uJ de TBS. 

Les preparation de phages ainsi obtenues contiennent environ 5x1 0 11 phages par millilitre. 

Cette selection de phages a partir d'une banque depression a ete realisee par un anticorps monoclonal specrfique 
de la proteine P30. Par ailleurs, il a 6te v6rifi6 que les phages, dans lesquels aucun oligonucleotide n'a ete insdre, ne 
reagissent pas avec ce meme anticorps. En consequence, la sequence nucl6ique introduite dans les clones phagiques 
selectionnes doit corresponds a un pentadecapeptide qui permet la reconnaissance du phage par les anticorps 1 E 1 E7 
anti-P30. 

Exemple 2 : Determination de la s equence des clones phagiques selectionnes et analyse ImmunoloQioue des- 
dlts clones par la technique ELISA. 

L'ADN des phages correspondant aux 30 clones choisis a 6t6 prepar6 selon la m6thode decrite par Sambrook et 
al., 1989. Molecular Cloning : A Laboratory Manual, 2nd Edition, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor. 

Le sequencage de ces clones a et6 effectuS suivant le protocole du fournisseur (United States Biochemicals) avec 
I'enzyme Sequenase (nom commercial) en utilisant une amorce de 18 bases (5'-TGAATTTTCTGTATGAGG-3'). Cette 
amorce est complementaire des nucleotides 1663-1680 du gene codant pour la proteine Pill native du phage. 

Les sequences nucleiques obtenues, lorsqu'elles sont converties en sequences d'acides amines, indiquent que 
la sequence peptidique Trp-His-Trp-Arg-His-Arg-lle-Pro-Leu-Gln-Leu-Ala-Ala-Gly-Arg est retrouvee un grand nombre 
de fois dans les clones selectionnes. En effet, comme le montre le tableau suivant, sur les 30 clones sequences, onze 
d'entre eux correspondent a cette sequence. 



Sequence des clones de phages 


Nombre de sequences identiques 


WHWRHRIPLQLAAGR 


11 


RHWRHRKPLQLATGR 


1 


LAFHRFNLSRPLQRD 


4 


THSHQWRHHQFPAPT 


3 


RRWVRYPVHLHSPIV 


5 


ARFPKELRGSVRSAH 


1 


GSWVLRHSSVGFHFV 


1 


GSFHWFRGSRHWVH 


1 


SWRFFHSGMPRVSRS 


1 


GSPHRYRGARHVAVD 


1 


WKALFSHSYRSSGVP 


1 



Uimportance de ce motif a ensuite ete analysee par test immunoenzymatique, en realisant un test ELISA pour 
chacun des 30 clones phagiques selectionnes. N6anmoins, il faut noter qu'apres I'etape de purification, les clones a 
tester ne presentent pas tous la meme concentration en phage et que ces differences peuvent entrainer des variations 
aspecifiques des mesures de Densite Optique lors du test ELISA. Afin de pallier ce probleme, la fixation des phages 
sur les plaques d'ELISA a ete standardisee par I'utilisation d'anticorps anti-phages M1 3 ajoutes a une concentration 
saturante fixe. 



EP0 724 016 A1 



Ainsi, dans un premier temps, 100uJ cfanticorps anti-phages M1 3 dilues au 1/1000 dans du NaHCCXj 0,1 M pH 8,6 
(commercialism par Prinn, Inc. Boulder, CO 80303) sont fixes une nuit dans I s puits de plaques de microtitration Nunc 
maxisorb (nom commercial). Apres deux lavages avec du TBS/Tween 0,05%, 100 uJ des differ nts clones de phage 
purifies sont ensuite incubes pendant deux heures a 37°C dans les puits. La saturation des sites aspecifiques est 
realises a I'aide de TBS contenant 1% de BSA pendant deux heures a 37°C. Apres trois lavages avec du TBS/Tween 
0,05%, 100uJ de I'anticorps monoclonal anti-P30 1E1E7, a la concentration de 3nM, 4nM ou 6nM, sont ajoutes et 
incub6s toute la nuit a 4°C. Apres quatre lavages au TBS/Tween 0,05%, IOOuJ de conjugue anti-souris marque a la 
peroxydase (commercialise par Jackson Immuno Research Laboratories Inc.) sont ajoutes avant une incubation pen- 
dant une heure a 37°C. La reaction enzymatique de revelation est effectuee en ajoutant 100uJ d'une solution H 2 0^/ 
ortho-ph6nylene-diamine (OPD) et en incubant I'echantillon 30 minutes a temperature ambiante. La reaction de colo- 
ration est interrompue par {'addition de 50u.l d'acide sulf urique 1 ,8N. La densite opttque est mesuree sur un lecteur de 
plaques BioMerieux a 492nm. 

Ces resultats obtenus en ELISA confirment les resultats des s6quencages precedents car les clones phagiques 
pour lesquels on observe les meilleures reponses en ELISA (DO variant entre 0,269 et 0,274 pour une concentration 
en anticorps monoclonal 1 E1 E7 de 3nM) possedent une sequence nucleique correspondant au pentadecapeptide Trp- 
His-Trp-Arg-His-Arg-lle-Pro-Leu-Gln-Leu-Ala-Ala-Gly-Arg. La sequence des clones pour lesquel on observe une re- 
ponse negative ne possede aucune homologie avec cette sequence. En outre, les resultats montrent que la reponse 
immunoenzymatique est d'autant plus 6lev6e que la concentration en anticorps monoclonal 1E1E7 present dans le 
test augmente. 

Exemple 3 : Inhibition par la proteine P30 native de la reponse ELISA obtenue avec le clone phaglque Idcntrfle 

Un test ELISA par competition a 6t6 effectue, afin de determiner si la reponse obtenue avec le clone phagique 
identifie est inhibee par une pre-incubation de I'anticorps monoclonal anti-P30 1E1E7 avec la proteine P30. 

Le test ELISA est realise comme decrrt dans I'exemple 2 avec les modifications suivantes: I'anticorps monoclonal 
1 E1 E7 (a la concentration de 6nM) est pre-incube avec differentes concentrations de proline P30 pendant 20 minutes 
a 37°C, puis le melange est ajoute dans les puits de la plaque ELISA dans lesquels sont fix6s les phages correspondant 
au pentadecapeptide Trp-His-Trp-Arg-Hts-Arg-He-Pro-Leu-Gln-Leu-Ala-Ala-Gly-Arg. 

Les resultats obtenus montrent que la r6ponse en ELISA est inhibee de 45% pour une concentration en proteine 
P30 de 35ng/ml. Cette inhibition atteint 80% avec une concentration en proteine P30 de 3,5u.g/ml. 

Les resultats obtenus (figure 1 ) sont standardises par I'utilisation des anticorps anti-M1 3 comme decrit precedem- 
ment. La diminution de la reponse immunoenzymatique observee met clairement en evidence que le clone phagique 
identifie est reconnu par les memes anticorps capables de reconnaitre la proteine P30. Le clone phagique identifie, et 
notamment le pentadecapeptide Trp-His-Trp-Arg-His-Arg-lle-Pro-Leu-Gln-Leu-Ala-Ala-Gfy-Arg, est done un competi- 
teur de la proteine P30 native, capable de se substituer a ladite proteine P30. 

Exemple 4 : Specif icite des anticorps humains an\\-Toxoplasma Gondii pour la sequence Trp-His-Trp-Arq-His- 
Arq-lle-Pro-Leu-Gln-Leu-Ala-Ala-Glv-Arq portee par le clone phagique identifie 

L'anticorps monoclonal 1E1E7 reconnait un site immunodominant sur la proteine P30. On a cherche a savoir si 
le pentadecapeptide Trp-His-Trp-Arg-His-Arg-lle-Pro-Leu-Gln-Leu-Ala-Ala-Gly-Arg est egalement reconnu par les an- 
ticorps humains presents dans les sera de patient infecte par Toxoplasma gondii. 

Le test ELISA est realise comme decrrt dans I'exemple 2 avec les modifications suivantes : 100uJ de differentes 
dilutions de serum humain de patient infecte par Toxoplasma gondii ^ (serum posrtif - Reference G8) sont mis en contact 
avec le clone phagique identifie, immobilise comme d6crit dans I'exemple 2, pendant 30 minutes a 37°C. Apres deux 
lavages au TBS/Tween 0,05%, "IOOuJ d'anticorps monoclonal 1 E1 E7 a la concentration de 6nM sont ajoutes et incubes 
durant une nuit a 4°C. Apres quatre lavages au TBS/Tween, 100ul de conjugue anti-souris marque a la peroxydase 
sont ajoutes puis incubes pendant une heure a 37°C. La reaction enzymatique de revelation est effectuee en ajoutant 
IOOuJ d'une solution H 2 0 2 / ortho-phenylene-diamine (OPD) et en incubant I'echantillon 30 minutes a temperature 
ambiante. La reaction de coloration est interrompue par I'addition de 50u.l d'acide sulfurique 1 ,8N. La densite optique 
est mesuree sur un lecteur de plaque BioMerieux a 492nm. Par ailleurs, un contrdle a 6t6 realise, dans les mdmes 
conditions reactionnelles mais avec un serum humain non infecte par Toxoplasma gondii (s6rum negatif), afin de 
s'assurer que le clone phagique identifie reagit de maniere specifique avec le s6rum humain de patient infecte par 
Toxoplasma gondii. 

Les resultats (figure 2) montrent que lorsque le s6rum humain positif est dilue au 1/100 000, on observe une 
inhibition de 27% de la fixation de I'anticorps monoclonal 1 E1 E7 et qu'a partir de la dilution 1/100 du serum humain, 
I'inhibition est maximale et atteint 60%. 

Cet exemple montre done que les phages renfermant la sequence Trp-His-Trp-Arg-His-Arg-lle-Pro-Leu-Gln-Leu- 



8 



EP0 724 016 A1 



Ala-Ala-Gly-Arg sont bien r connus par les anticorps presents dans les sera des malades infectes par Toxoplasma 
gondii 

ExempleS : Synth ses multiples d pentadecap ptides chevauchants tanaivs immunologiqu desditspep- 
5 tides par la technique ELISA. 

Ayant obtenu des clones de phages qui donnent des reponses positives et specifiques en immunoanalyse, nous 
avons cherche a. determiner le motif minimum reconnu specifiquement par I'anticorps monoclonal 1E1E7 dans ia se- 
quence Trp-His-Trp-Arg-His-Arg-lle-Pro-Leu-Gln-Leu-Ala-Ala-Gly-Arg. 

10 pour cela, nous avons effectue la synthese chimique de peptides chevauchants qui couvrent cette sequence 

suivant les technologies devebppees d'une part par Berg et al. (1989, J, Ann. Chem. Soc., 111, 8024-8026) et com- 
mercialisee par Cambridge Research Biochemicals (nom commercial : Spotscan) et d'autre part par Geysen et al. 
(1987, J. of Immunological Methods, 102, 259-274) et commercialisee par Chiron (nom commercial: Pepscan) qui 
s'appuient Tune comme I'autre sur ia synthese simultanee d'un grand nombre de peptides et sur leur analyse par ELISA. 
Ces methodes permettent la synthese de peptides chevauchants reproduisant une sequence determinee. 
Seion la technique "Pepscan", la synthese est realisee avec des acides amines non esterifies, proteges par un 
groupement FMOC (Nova Biochem). Les esters actives d'acides amines sont formes directement sur une "couronne" 
au cours de la reaction de couplage. Apres deprotection des acides amines par une solution a 20% de piperidine dans 
du N,N-dimethylformamide (DMF), le premier acide amine est couple a la "couronne" a la concentration de 30 ou 

20 60nM. Les reactions de couplage utilisent de I'hexafluorophosphate de benzotriazol-lyl-oxy-tris(dimethylamine) phos- 
phonium (BOP) comme agent couplant, de I'hydroxybenzotriazole (HOBT) et du N.N diisopropylethylamine (DIE A) 
pour activer la reaction. Les acides amines solubilises dans du N -Methyl -pyrrolidone (NMP) sont repartis dans les 
differents puits de ia plaque ELISA et mis au contact des "couronnes" une nuit a temperature ambiante. Les peptides 
sont synthetises grace a des cycles successifs de deprotection par la piperidine, lavage au DMF et addition d'un acide 

25 amine par jour. Apres ajout du dernier acide amine, le groupement amine terminal est acetyls par un melange de DMF: 
anhydride acetique:triethylamine (5:2:1, v/v/v) et les groupements protecteurs de la chaine Iaterale sont enleves a 
I'aide d'un melange d'acide trifluoroacetique:eau:phenoi: ethanedithiol:thioanisote (85:4:5:2:4, v:v:w:v:v). L'immuno- 
reactivite des peptides ainsi couples a la surface des "couronnes" peut alors 6tre testee par ELISA. 

Selon la technique "Spotscan", la synthese des peptides est realisee sur des membranes de cellulose (Cambridge 

30 Research Biochemicals). Le principe de la methode est le meme que celui du Pepscan. Les acides amines esterifies 
sont solubilises dans du N-methyl pyrrolidone (NMP) a la concentration de 300nM et 0,9 u.l sont deposes au niveau 
de taches de depot de bleu de bromophenol. Apres une incubation de 15 minutes, un nouveau depot d'acides amines 
est realise suivi d'une autre incubation de 15 minutes. Si le couplage entre les deux acides amines s'est effectue 
i correctement, on observe un changement de coloration (passage du bleu au vert-jaune). Apres trois lavages dans du 

3S DMF : une etape d'acetylation est realisee par de I'anhydride acetique. Puis les groupements amines terminaux des 
peptides en cours de synthese sont deproteges par de la piperidine 20% dans le DMF. Les taches de depot sont 
recolorees par une solution de bleu de bromophenol a 1% dans le DMF, lavees trois fois au methanol et sechees. 
L'ensemble de ces operations constitue un cycle d'addition d'un acide amine et ce cycle est repete jusqu'a la fin de la 
synthese. Lorsque tous les acides amines ont ete ajoutes, le groupement NH 2 -terminal du dernier acide amine est 

40 deprotege par de la piperidine a 20% dans le DMF et acetyle par de I'anhydride acetique. Les groupements protecteurs 
de la chaine Iaterale sont enleves par un melange dichloromethane.acide trifluoroacetique:triisobutylsilane (5ml:5ml: 
250uJ). L'immunoreactivite des peptides ainsi synthetises peut alors etre testee par ELISA 

Afin de reproduire en totalite le pentadecapeptide inclus dans le clone phagique isole et de determiner le rdle 
eventuel des acides amines contigus appartenant a la sequence de la proteine PIN du phage (voir Exemple 1), la 

45 synthese chimique de pentadecapeptides chevauchants, qui couvrent la sequence Phe-Tyr-Ser-His-Ser-Ala-Asp-Gly- 
Ala-Trp-His-Trp-Arg-His-Arg-lle-Pro-Leu-Gln-Leu-Ala-Ala-Gly-Arg-Gly-Ala-Ala-Gly-Ala-Glu-Thr-Val-Glu 
Leu-Ala a ete realisee sur membrane de cellulose activee ("Spotscan"). 

Apres synthese des differents pentadecapeptides, la membrane est rincee avec du methanol, lavee dans du TBS 
(Tris 0,1 M pH7,2) puis incubee toute la nuit a temperature ambiante dans du tampon de saturation (commercialise par 

50 Cambridge Research Biochemicals). Apres plusieurs lavages avec du TBS-T (Tris 0, 1 M pH7,2 - 0,05% Tween 20), la 
membrane est mise en contact d'une solution d'anticorps monoclonal anti-P30 1E1E7 (60nM) et incubee 4 heures a 
temperature ambiante. Apres trois lavages avec du TBS-T, le conjugue anti-immunoglobines de souris marque a la (i- 
galactosidase (commercialise par Cambridge Research Biochemicals) est ajoute a une dilution au 1/200 et l'ensemble 
est incube deux heures a temperature ambiante. Apres plusieurs lavages de la membrane par du TBS-Tween 0,05% 

55 et du PBS, l'immunoreactivite au niveau des differentes taches est revelee par ('addition d'une solution de substrat 
(5-bromo-4-chloro-3-indoyl-p-D-galactopyranoside dans du PBS contenant du chlorure de magnesium et du ferricya- 
nure de potassium) et incubation pendant 10 a 40 minutes. La coloration des taches est estimee qualitativement. 
L'analyse sequentielle des resultats obtenus montre que Ton obtient une premiere coloration avec ia sequence 
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Ser-Ala-Asp-Gly-Ala-Trp-His-Trp-Arg-His-Arg*ll -Pro-Leu-Gln. Puis, la c loration bieue augm nt progressivement 
lorsqu'on avance dans la sequence du phage pour atteindre un maximum avec I s sequences His-Arg-lle-Pro-Leu- 
Gln-Leu-Ala-Ala-Gly-Arg-Gly-Ala-Ala-Gly (SEQ ID N09) et Arg-lle-Pro-Leu-Gln-L u-Ala-Ala-Gly-Arg-Gly-Ala-Ala-Gly- 
Ala. Une tres legere coloration est encore visible pour la sequence I le-Pro-Leu -Gin-Leu -Ala- Ala-Gly-Arg-G fy-Ala-Ala- 
Gly-Ala-Glu mais elle disparait complement a partir de la sequence Pro-Leu-Gln-Leu-Ala-Ala-Gly-Arg-Gty-Ala-Ala- 
Gly-Aia-Glu-Thr. 

Ces resultats ont par ailieurs ete confirmes par la synthese des memes peptides par la technique dite "Pepscan" 
qui contrairement a la technique dite 'Spotscan" permet de quantifier ie niveau de reponse en ELISA obtenu pour 
chaque peptide. 

Les "couronnes" portant les pentad6capeptides, synthetises comme decrit precedemment dans des plaques de 
microtitration, sont saturees pendant une heure a I'aide d'une solution contenant 1% d'ovalbumine, 1% de serum 
albumine bovine dans du PBS-T (tampon phosphate pH 7,2 contenant 0,1% de Tween 20). Apres une incubation d'une 
nuit a 4°C avec 150 u.l d'anticorps monoclonal 1E1E7 dilue au 1/100 (60nM), et quatre lavages avec du PBS-T, les 
puits de la plaque sont incubes pendant une heure avec du conjugue anti-souris marque a la peroxydase dilue au 
1/1000 (commercialise par Jackson Immuno Research Laboratories Inc.). Suite a une serie de quatre lavages avec 
du PBS-T, les puits de la plaque sont incub6s avec le substrat ABTS (0,5 mg/ml azino-di-3-ethylbenzothiazo-line- 
6-sulphonate dans du tampon citrate pH 4,0 contenant 0,03% de peroxyde d'hydrogene). Les mesures d'absorbance 
sont effectuees a 405nm sur un lecteur de plaque ELISA (BioMerieux). 

Par ailieurs, deux pentadecapeptides contenant les sequences Pro-Leu-Ala-Gin et Gly-Leu-Ala-GIn ont ete syn- 
thetises comme contrdles positif et negatif respectivement, et ont ete testes en utilisant un anticorps monoclonal anti- 
(Pro-Leu-Ala-GIn). 

Ces resultats (figure 3) confirment les resultats obtenus lors de la selection du clone phagique (exemple 1) ren- 
fermant une sequence nucleique codant pour le pentadecapeptide Trp-His-Trp-Arg-His-Arg-lle-Pro-Leu-Gln-Leu-Ala- 
Ala-Gly-Arg. Par ailieurs, ils montrent que les premiers acides amines Trp-His-Trp-Arg a I'extremite NH 2 ne sont pas 
necessaires a la reconnaissance du peptide par les anticorps monoclonaux anti-P30 et que par contre I'addition de ta 
sequence Gly-Ala-Ala-Gly a I'extremite COOH du peptide permet d'ameliorer cette r6activite\ Enfin, ces resultats mon- 
trent qu'un peptide isole, dont une suite de 11 acides amines contigus ne presente pas plus de 36% d'homologie avec 
la sequence de la prot6ine P30 native, est capable d'etre reconnu par des anticorps specifiques de ladite proteine. 

Exemple 6 : Substitutions d'acldes amines dans le peptide His-Arq-lle-Pro-Leu-Gln-Leu-Ala-Ala-Gly-Arq-Gly- 
Ala-Ala-Gly et analyse immunoloqique des d Its peptides modifies par la technique ELISA. 

Afin de determiner dans quelle mesure la nature des differents acides amines constituant le peptide His-Arg-lle- 
Pro-Leu-Gln-Leu-Ala-Ala-Gly-Arg-Gly-Ala-Ala-Gly (SEQ ID N09) peut varier sans affecter les proprietes antigeniques 
dudit peptide a regard des anticorps anti-P30 : des essais de substitutions ponctuels ont ete effectues. 

Les peptides ont ete synthetis6s selon la methode decrite dans I'exemple precedent, dite "Pepscan", en substituant 
sur le peptide chaque acide amine a une position donnee par les dix-neuf autres. Ces peptides ont ensuite ete testes 
par la technique ELISA comme decrit precedemment. L'importance de chaque residu peut ainsi etre examinee et un 
peptide regroupant les meilleurs acides amines a chaque position peut etre ensuite synthetise. 

Les resultats obtenus (figures 4A a 4F) montrent que I'Histidine en position 1, I'Arginine en position 2, la Proline 
en position 4 et la Glutamine en position 6 semblent jouer un role important dans la reconnaissance par I'anticorps 
monoclonal anti-P30 1E1E7. Ces acides amines donnent les signaux les plus eleves et doivent done etre conserves 
dans le peptide final. 

Les resultats obtenus montrent egalement que lorsque I'lsoleucine en position 3 est remplacee par : 
la Glycine ou la Tyrosine, on observe une meilleure reponse, 

I'Histidine, la Leucine, I'Asparagine ou la Serine, on observe une reponse equivalente a celle observee en presence 
de I'lsoleucine, 

la Proline, la Lysine, I'Acide Aspartique ou I'Acide Glutamique, on observe une disparition totale de la reconnais- 
sance par I'anticorps monoclonal. 

Les resultats montrent en outre que lorsque la Leucine en position 5 est remplacee par : 

les acides amines aromatiques Tyrosine et Tryptophane, on obtient une tres nette augmentation de la reponse 
ELISA, 

la Glycine et I'Histidine on obtient egalement une augmentation de la reponse avec les anticorps, 
la Cysteine, on observe une reponse equivalente a celle observee en presence de la Leucine, 
- la Lysine, de I'Arginine, ta Phenylalanine, I'Acide Aspartique et I'Acide Glutamique, on obtient une forte diminution 
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d la reponse. 

Pour les autres positions teste s (la Leucine en position 7, P Alanine n position 8 et n position 9, la Glycine en 
position 10 et I'Arginine en position 11), les resultats, obtenus par leur substitution par les 19 autres acides amines, 
ne sont pas significativement differ nts de ceux observes avec le peptide de referenc His-Arg-lle-Pro-L u-Gln-Leu- 
Ala-Ala-Gly-Arg-Gly-Ate-Ala-Gly. 

Exemple 7 : Svnthese chimlque de deux entadecapeptides et test ELISA avec des sera humains Posit Its. 

Selon les indications obtenues a partir des exemples precedents, les pentadecapaptides His-Arg-lle-Pro-Leu-Gln- 
Leu-Ala-Ala-Gly-Arg-Gly-Ala-Ala-Gly (SEQ ID N09) et His-Arg-lle-Pro-Trp-Gln-Leu-Ala-Ala-Gly-Arg-Gly-Ala-Ala-Gly 
(SEQ ID N010) ont 6t6 synthetises selon la methode decrite dans la demande de brevet n° EP 93420183. 

Ces peptides ont ensuites ete testes en ELISA vis-a-vis de leur reactivite & Pegard de plusieurs sera de patients 
inf ectes par Toxoplasma gondii. 

Les puits d'une plaque de microtitration Maxisorb (nom commercial, Nunc) sont satur§s par 100 uJ d'une solution 
de HC0 3 Na 50mM pH 9,6 contenant 10 u.g/ml de peptide a tester durant 2 heures a 37°C. La plaque est lavee avec 
du tampon PBS/ Tween 20 0,05%. Les puits sont ensuite satures par 100 uJ de tampon de lavage additionne de 1% 
d'albumine de s6rum bovin pendant 1 heure a 37°C puis laves comme decrit precedemment. 

Les sera a analyser sont dilues au 1/200 et au 1/1000 dans le tampon de saturation et incub6s 2 heures a 37°C. 
Apres lavage, une solution de conjugue anticorps de chevre anti-immunoglobuline humaine marqu6 a la p6roxydase 
(commercialism par Jackson Immuno Research Laboratories Inc.) est ajoutde a la dilution de 1/10 000 et les plaques 
sont incub6es 1 heure a 37°C. Apres lavages, le substrat ortho-phenylene-diamine (OPD) est ajoutG et la reaction est 
arretee apres 10 minutes par Paddition de 50 ul de H 2 S0 4 . La densit6 optique est lue a 492 nm. 

Les resultats obtenus montrent que ces deux peptides ne reagissent pas du tout avec les s6ra negatifs et qu'ils 
sont specifiquement reconnus par les sera de patients infectes par Toxoplasma gondii. 
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(1) INFORMATIONS GENERALES: 

(i) DEPOSANT: BIO MERIEUX 

(ii) TITRE DE L" INVENTION: Polypeptides mimotopes 
Toxoplasma gondii et applications. 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 18 

(iv) ADRESSE DE CORRES PON DANCE : 

(A) NOM: Cabinet GERMAIN & MAUREAU 

(B) RUE: 20 Bd Eugene Deruelle 

(C) VILLE: LYON 

(D) PAYS: FRANCE 

(E) CODE POSTAL: 69003 

(F) TELEPHONE: 72 60 28 90 

(G) TELEFAX: 78 60 92 85 

(V) FORME DECHI FFRABLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: disquette 3,5 pouces DS, HD 

(B) ORDINATEUR: EPSON (compatible IBM) 

(C) SYSTEME D 1 EXPLOITATION : DOS 

(D) LOGICIEL: MICROSOFT WORD POUR WINDOWS 

(vi) DEMANDE ACTUELLE: 

(A) DATE DE LA DEMANDE: 

(B) NUMERO DE LA DEMANDE: 

(vii) DATE DE LA DEMANDE ANTERIEURE: 30.01.95 

(A) NUMERO DE LA DEMANDE: 95 01297 

(B) CLASSIFICATION: C07K 

(viii) MANDATAIRE: 

(A) NOM: CABINET GERMAIN & MAUREAU, Dominique GUERRE 

(B) REFERENCE DOSSIER: MD/B 05 B 2172 EP 
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2) INFORMATIONS CONCERN ANT SEQ ID NO:l: 

i) C ARACTERI STI QUES DE LA SEQUENCE 

A) LONGUEUR : 3 36 acides amines 

B) TYPE : sequence d 1 acides amines 

ii) TYPE DE MOLECULE : proteine 

iii) HYPOTHETIQUE : non 
V) TYPE DE FRAGMENT : 
vi) ORIGINE : 

A) ORGANISME : proteine P3 0 de Toxoplasma gondii 

B) SOUCHE : 

xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID N01 

Met Ser Val Ser Leu His His Phe lie lie Ser Ser Gly Phe Leu Thr 

15 10 15 

Ser Met Phe Pro Lys Ala Val Arg Arg Ala Val Thr Ala Gly Val Phe 

20 25 30 

Ala Ala Pro Thr Leu Met Ser Phe Leu Arg Cys Gly Val Met Ala Ser 

35 40 45 

Asp Pro Pro Leu Val Ala Asn Gin Val Val Thr Cys Pro Asp Lys Lys 

50 55 60 

Ser Thr Ala Ala Val He Leu Thr Pro Thr Glu Asn His Phe Thr Leu 
65 70 75 80 

Lys Cys Pro Lys Thr Ala Leu Thr Glu Pro Pro Thr Leu Ala Tyr Ser 

85 90 95 

Pro Asn Arg Gin He Cys Pro Ala Gly Thr Thr Ser Ser Cys Thr Ser 

100 105 110 

Lys Ala Val Thr Leu Ser Ser Leu He Pro Glu Ala Glu Asp Ser Trp 

115 120 125 

Trp Thr Gly Asp Ser Ala Ser Leu Asp Thr Ala Gly He Lys Leu Thr 

130 135 140 

Val Pro He Glu Lys Phe Pro Val Thr Thr Gin Thr Phe Val Val Gly 
145 150 155 160 

Cys lie Lys Gly Asp Asp Ala Gin Ser Cys Met Val Thr Val Thr Val 

165 170 175 

Gin Ala Arg Ala Ser Ser Val Val Asn Asn Val Ala Arg Cys Ser Tyr 
180 185 190 
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Gly Ala Asp Ser Thr Leu Gly Pro Val Lye Leu Ser Ala Glu Gly Pr 

195 200 205 

Thr Thr Met Thr Leu Val Cys Gly Lye Asp Gly Val Lys Val Pro Gin 

210 215 220 

Asp Asn Asn Gin Tyr Cys Ser Gly Thr Thr Leu Thr Gly Cys Asn Glu 
225 230 235 240 

Lys Ser Phe Lys Asp lie Leu Pro Lys Leu Thr Glu Asn Pro Trp Gin 

245 250 255 

Gly Asn Ala Ser Ser Asp Lys Gly Ala Thr Leu Thr lie Asn Lys Glu 

260 265 270 

Ala Phe Pro Ala Glu Ser Lys Ser Val He He Gly Cys Thr Gly Gly 

275 280 285 

Ser Pro Glu Lys His His Cys Thr Val Lys Leu Glu Phe Ala Gly Ala 

290 295 300 

Ala Gly Ser Ala Lys Ser Ser Ala Gly Thr Ala Ser His Val Ser He 
305 310 315 320 

Phe Ala Met Val Thr Gly Leu He Gly Ser He Ala Ala Cys Val Ala 
325 330 335 
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3) INFORMATION CONCERN ANT SEQ ID N02: 

i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

A) LONGUEUR : 6 acides amines 

B) TYPE : sequence d 1 acides amines 

ii) TYPE DE MOLECULE : peptide 

iii) HYPOTHETIQUE : non 

v) TYPE DE FRAGMENT : 

vi) ORIGINE : 

A) ORGANISME : 

B) SOUCHE : 

ix) CARACTERISTIQUES : 

A) NOM/CLE : caracteristique particuliere 

B) EMPLACEMENT : 3 

D) AUTRES INFORMATIONS : Xaa signifie Gly ou His ou Leu ou 
Asn ou Ser ou Tyr ou lie 
ix) CARACTERISTIQUES : 

A) NOM/CLE : caracteristique particuliere 

B) EMPLACEMENT : 5 

D) AUTRES INFORMATIONS : Xaa signifie Leu ou Trp ou Cys ou 
Gly ou His ou Tyr 

xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID N02 
His Arg Xaa Pro Xaa Gin 
1 5 



15 



EP 0 724 016 A1 



3) INFORMATION C^NCERNANT SEQ ID NO: 3 

i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

A) LONGUEUR : 11 acides amines 

B) TYPE : sfequence d f acides amines 

ii) TYPE DE MOLECULE : peptide 

iii) H YPOTHET I QUE : non 

v) TYPE DE FRAGMENT : 

vi) ORIGINS : 

A) ORGANISME : 

B) SOUCHE : 

ix) CARACTERISTIQUES : 

A) NOM/CLE : caract§ristique particuliere 

B) EMPLACEMENT : 3 

D) AUTRES INFORMATIONS : Xaa signifie Gly ou His ou Leu ou 
Asn ou Ser ou Tyr ou lie 
ix) CARACTERISTIQUES : 

A) NOM/CLE : caract§ristique particuliere 

B) EMPLACEMENT : 5 

D) AUTRES INFORMATIONS : Xaa signifie Leu ou Trp ou Cys ou 

Gly ou His ou Tyr 

ix) CARACTERISTIQUES : 

A) NOM/CLE : caracteristique particuliere 

B) EMPLACEMENT : 7, 8, 9, 10, 11 

D) AUTRES INFORMATIONS : Xaa signifie pour chaque 
emplacement un acide amine choisi parmi les 20 acides 
amines, independamment de 1' acide amin6 choisi pour les 
autres emplacements. 

xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID N03 
His Arg Xaa Pro Xaa Gin Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa 
15 10 
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3) INFORMATION CONCERN ANT SEQ ID NO: 4 

i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

A) LONGUEUR : 15 acides amines 

B) TYPE : sfequenc d' acides amines 

ii) TYPE DE MOLECULE : peptide 

iii) HYPOTHETIQUE : non 
V) TYPE DE FRAGMENT : 
vi) ORIGINE : 

A) ORGANISME : 

B) SOUCHE : 

ix) CARACTERISTIQUES : 

A) NOM/CLE : caracteristique particuliere 

B) EMPLACEMENT : 3 

D) AUTRES INFORMATIONS : Xaa signifie Gly ou His ou Leu ou 
Asn ou Ser ou Tyr ou lie 
ix) CARACTERISTIQUES : 

A) NOM/CLE : caracteristique particuliere 

B) EMPLACEMENT : 5 

D) AUTRES INFORMATIONS : Xaa signifie Leu ou Trp ou Cys ou 

Gly ou His ou Tyr 

ix) CARACTERISTIQUES : 

A) NOM/CLE : caracteristique particuliere 

B) EMPLACEMENT : 7, 8, 9, 10, 11 

D) AUTRES INFORMATIONS : Xaa signifie pour chaque 
emplacement un acide amine choisi parmi les 20 acides 
amines, independamment de 1' acide amine choisi pour les 
autres emplacements. 

xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID N04 
His Arg Xaa Pro Xaa Gin Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Gly Ala Ala Gly 
15 10 15 
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3) INFORMATION CONCERNANT SEQ ID NO: 5 

i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
5 A) LONGUEUR : 11 acides amines 

B) TYPE : sequence d' acides amines 

ii) TYPE DE MOLECULE : peptide 
10 iii) H Y POTH ET I QUE : non 

v) TYPE DE FRAGMENT : 

vi) ORIGINE : 
1S A) ORGANISME : 

B) SOUCHE : 

ix) CARACTERISTIQUES : 

A) NOM/CLE : caracteristique particuliere 

20 

B) EMPLACEMENT : 3 

D) AUTRES INFORMATIONS : Xaa signifie Gly ou His ou Leu ou 
Asn ou Ser ou Tyr ou lie 
25 ix) CARACTERISTIQUES : 

A) NOM/CLE : caracteristique particulidre 

B) EMPLACEMENT : 5 

30 D) AUTRES INFORMATIONS : Xaa signifie Leu ou Trp ou Cys ou 

Gly ou His ou Tyr 

xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID N05 
3S His Arg Xaa Pro Xaa Gin Leu Ala Ala Gly Arg 

15 10 
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3) INFORMATION CONCERN AWT SEQ ID NO: 6 

i) CARACTERI ST IQUES DE LA SEQUENCE: 
5 A) LONGUEUR : 15 acides amines 

B) TYPE : sequenc d 1 acides amines 

ii) TYPE DE MOLECULE : peptide 
10 iii) HYPOTHETIQUE : non 

v) TYPE DE FRAGMENT : 

vi) ORIGINE : 

A) ORGANISME : 

B) SOUCHE : 

ix) CARACTERI ST IQUES : 

A) NOM/CLE : caracteristique particulidre 
20 B) EMPLACEMENT : 3 

D) AUTRES INFORMATIONS : Xaa signifie Gly ou His ou Leu ou 

Asn ou Ser ou Tyr ou lie 
25 ix) CARACTERISTIQUES : 

A) NOM/CLE : caracteristique particuli£re 

B) EMPLACEMENT : 5 

3q D) AUTRES INFORMATIONS : Xaa signifie Leu ou Trp ou Cys ou 

Gly ou His ou Tyr 

Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID N06 
i His Arg Xaa Pro Xaa Gin Leu Ala Ala Gly Arg Gly Ala Ala Gly 

35 

■ 1 5 10 15 

3) INFORMATION CONCERNANT SEQ ID NO: 7 
40 i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

A) LONGUEUR : 11 acides amines 

B) TYPE : sequence d 1 acides amines 
45 ii) TYPE DE MOLECULE : peptide 

iii) HYPOTHETIQUE : non 
V) TYPE DE FRAGMENT : 
vi) ORIGINE : 
50 A) ORGANISME : 

B) SOUCHE : 

Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID N07 
55 His Arg lie Pro Leu Gin Leu Ala Ala Gly Arg 

15 10 
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3) INFORMATION CONCERN ANT SEQ ID NO: 8 

i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

A) LONGUEUR : 11 acides amines 

B) TYPE : sequence d' acides amines 

ii) TYPE DE MOLECULE : peptide 

iii) HYPOTHETIQUE : non 

v) TYPE DE FRAGMENT : 

vi) ORIGINE : 

A) ORGANISME : 

B) SOUCHE : 

Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID N08 
His Arg He Pro Trp Gin Leu Ala Ala Gly Arg 
15 10 

3) INFORMATION CONCERNANT SEQ ID NO: 9 

i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

A) LONGUEUR : 15 acides amines 

B) TYPE : sequence d 1 acides amines 

ii) TYPE DE MOLECULE : peptide 

iii) HYPOTHETIQUE : non 
V) TYPE DE FRAGMENT : 
vi) ORIGINE : 

A) ORGANISME : 

B) SOUCHE : 

Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID N09 
His Arg lie Pro Leu Gin Leu Ala Ala Gly Arg Gly Ala Ala Gly 
15 10 15 
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3) INFORMATION CONCERN ANT SEQ ID NO: 10 

i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

A) LONGUEUR : 15 acides amines 

B) TYPE : sequence d v acides amines 

ii) TYPE DE MOLECULE : peptide 

iii) HYPOTHETIQUE : non 

v) TYPE DE FRAGMENT : 

vi) ORIGINE : 

A) ORGANISME : 

B) SOUCHE : 

xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID N010 
His Arg lie Pro Trp Gin Leu Ala Ala Gly Arg Gly Ala Ala Gly 
15 10 15 
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3) INFORMATION CONCERN ANT SEQ ID NO: 11 

i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

A) LONGUEUR : 33 pa ires d base 

B) TYPE : 

ii) TYPE DE MOLECULE : acide nucleique 

iii) HYPOTHETIQUE : non 

v) TYPE DE FRAGMENT : 

vi) ORIGINE : 

A) ORGANISME : 

B) SOUCHE : 

ix) CARACTERISTIQUES : 

A) NOM/CLE : caracter istique particuliere 

B) EMPLACEMENT : 6, 33 

D) AUTRES INFORMATIONS : N signifie A, G, C ou T si M - C 
dans le codon MGN, ou N signifie R si M = A dans le codon 
MGN 

ix) CARACTERISTIQUES : 

A) NOM/CLE : caracter istique particuliere 

B) EMPLACEMENT : 15, 21 

D) AUTRES INFORMATIONS : N signifie R si Y - T dans le 
codon YTN # ou N signifie A, G, C ou T si Y = C dans le 
codon YTN 

xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID N011 

CAY MGN ATH CCN YTN CAR YTN GCN GCN GGN MGN 33 



22 



EP0 724 016 A1 



3) INFORMATION CONCERN ANT SEQ ID NO: 12 

i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

A) LONGUEUR : 33 paires de bases 

B) TYPE : siquenc de nucleotides 

ii) TYPE DE MOLECULE : acide nucl6ique 

iii) HYPOTHETIQUE : non 
V) TYPE DE FRAGMENT : 
vi) ORIGINS : 

A) ORGANISME : 

B) SOUCHE : 

ix) CARACTERISTIQUES : 

A) NOM/CLE : caract§ristique particuliere 

B) EMPLACEMENT : 6, 33 

D) AUTRES INFORMATIONS : N signifie A, G, C ou T si M = C 
dans le codon MGN , ou N signifie R si M = A dans le codon 
MGN 

ix) CARACTERISTIQUES : 

A) NOM/CLE : caracteristique particuliere 

B) EMPLACEMENT : 21 

D) AUTRES INFORMATIONS : N signifie R si Y = T dans le 
codon YTN ou N signifie A, G, C ou T si Y = C dans le 
codon YTN 

xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO 12 

CAY MGN ATH CCN TGG CAR YTN GCN GCN GGN MGN 33 
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3) INFORMATION CONCERNANT SEQ ID NO: 13 

i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

A) LONGUEUR : 45 pa ires de bases 

B) TYPE : sequence de nucl£otides 

ii) TYPE DE MOLECULE : acide nucleique 

iii) HYPOTHETIQUE : non 

v) TYPE DE FRAGMENT : 

vi) ORIGINE : 

A) ORGANISME : 

B) SOUCHE : 

ix) CARACTERISTIQUES : 

A) NOM/CLE : caract6ristique particuliere 

B) EMPLACEMENT : 6, 33 

D) AUTRES INFORMATIONS : N signifie A, G, C ou T si M = C 
dans le codon MGN ou N signifie R si M = A dans le codon 
MGN 

ix) CARACTERISTIQUES : 

A) NOM/CLE : caracteristique particuliere 

B) EMPLACEMENT : 15, 21 

D) AUTRES INFORMATIONS : N signifie R si Y = T dans le 
codon YTN ou N signifie A, G, CouTsiY = C dans le 
codon YTN 

xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID N013 

CAY MGN ATH CCN YTN CAR YTN GCN GCN GGN MGN GGN GCN GCN GGN 45 
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3) INFORMATION CONCERNANT SEQ ID NO: 14 

i) C ARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

A) LONGUEUR : 45 paires de bases 

B) TYPE : sequence de nucleotides 

ii) TYPE DE MOLECULE : 

iii) HYPOTHETIQUE : non 

v) TYPE DE FRAGMENT : 

vi) ORIGINE : 

A) ORGANISME : 

B) SOUCHE : 

ix) CARACTERI STIQUES : 

A) NOM/CLE : caracteristique particuliere 

B) EMPLACEMENT : 6, 33 

D) AUTRES INFORMATIONS : N signifie A, G, C ou T si M = C 
dans le codon MGN ou N signifie R si M = A dans le codon 
MGN 

ix) CARACTERI STIQUES : 

A) NOM/CLE : caracteristique particuliere 

B) EMPLACEMENT : 21 

D) AUTRES INFORMATIONS : N signifie R si Y = T dans le 
codon YTN ou N signifie A, G, CouTsi Y = C dans le 
codon YTN 

xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID N014 

CAY MGN ATH CCN TGG CAR YTN GCN GCN GGN MGN GGN GCN GCN GGN 45 



25 



EP0 724 016 A1 



3) INFORMATION CONCERN ANT SEQ ID NO: IS 

i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

A) LONGUEUR : 54 acid s amin6s 

B) TYPE : sfequence d'acides aminfes 

ii) TYPE DE MOLECULE : peptide 

iii) HYPOTHETIQUE : non 

v) TYPE DE FRAGMENT : 

vi) ORIGINS : 

A) ORGANISME : 

B) SOUCHE : 

Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID N015 

Gly Glu Thr Gly Gly Arg Ser Arg Ser Ser Trp Asn Ala Arg Leu Ala 

15 10 15 

Arg Thr Gly Arg Asn Phe Arg Phe Tyr Asp Pro Ala Lys Val Lys Ser 

20 25 30 

Leu Val Val Thr Asp Phe Ser Arg Leu Met Leu Arg Lys Ala Leu Glu 

35 40 45 

Lys Lys Glu Ala Leu Arg 
50 

3) INFORMATION CONCERNANT SEQ ID NO: 16 

i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

A) LONGUEUR : 19 acides amines 

B) TYPE : sequence d'acides amines 

ii) TYPE DE MOLECULE : peptide 

iii) HYPOTHETIQUE : non 
V) TYPE DE FRAGMENT : 
vi) ORIGINE : 

A) ORGANISME : 

B) SOUCHE : 

xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID N016 

Thr Asp Phe Ser Arg Leu Met Leu Arg Lys Ala Leu Glu Lys Lys Glu 

15 10 15 

Ala Leu Arg 
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3) INFORMATION CONCERN ANT SEQ ID NO: 17 

i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

A) LONGUEUR ; 19 acides amines 

B) TYPE : sequence d 1 acides amin§s 

ii) TYPE DE MOLECULE : peptide 

iii) HYPOTHETIQUE : non 
V) TYPE DE FRAGMENT : 
vi) ORIGINE : 

A) ORGANISMS : 

B) SOUCHE : 

ix) CARACTERISTIQUES : 

A) NOM/CLE : caracteristique particuliere 

B) EMPLACEMENT : 1 

D) AUTRES INFORMATIONS : Xaa signifie Acetylcysteine 

Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID N017 

Xaa Asp Phe Ser Arg Leu Met Leu Arg Lys Ala Leu Glu Lys Lys Glu 

15 10 15 

Ala Leu Arg 
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3) INFORMATION CONCERN ANT SEQ ID NO: 18 

i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

A) LONGUEUR :85 acides amin§s 

B) TYPE : sequence d 1 acides amines 

ii) TYPE DE MOLECULE : peptide 

iii) HYPOTHETIQUE : non 
V) TYPE DE FRAGMENT : 
vi) ORIGINE : 

A) ORGANISME : 

B) SOUCHE : 

xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID N018 

Glu Gly Glu Thr Gly GXy Arg Ser Arg Ser Ser Trp Asn Ala Arg Leu 

15 10 15 

Ala Arg Lys Gin Ala lie Asp Asp Gly Gin Gin Glu Glu Arg Gly Gin 

20 25 30 

Leu Leu Gin Cys Arg Ser He Gly He Arg Pro Ala Gly Ser Leu Glu 

35 40 45 

Ser Arg Arg Gly Ser Gin Glu Ser Gly Leu Arg Ala Ser Val Gly Phe 

50 55 60 

Asp Ser Arg Val Leu Arg Cys Arg Lys Gly Gin Leu Arg Val Gly Glu 
65 70 75 80 

Phe Arg Arg Pro Ala 
85 



Revendications 

1. Polypeptide capable de reagir specifiquement avec un anticorps anti proteine P30 de Toxoplasma gondii, et com- 
prenant une sequence peptidique, dont toute suite de 6 acides amines contigus presente au plus 67 % d'homologie 
avec la sequence peptidique identifiee par SEQ ID N01 , ou comprenant une sequence derivee de ladite sequence 
peptidique, a I'exclusion de tout polypeptide ayant une sequence peptidique antigenique vis a vis des anticorps 
anti P30 choisie parmi SEQ ID N015, toute fraction de SEQ ID N015, SEQ ID N016, SEQ ID N017, et SEQ ID 
N018. 

2. Polypeptide selon la revendication 1 , comprenant une sequence peptidique, dont toute suite de 11 acides amines 
contigus presente au plus 36 % d'homologie avec la sequence peptidique identifiee par SEQ ID N01 , ou compre- 
nant une sequence derivee de ladite sequence peptidique. 

3. Polypeptide selon la revendication 2, caracterise en ce que sa sequence peptidique consiste en une sequence 
peptidique, dont toute suite de 11 acides amines contigus presente au plus 36 % d'homologie avec la sequence 
peptidique SEQ ID N01, ou comprenant une sequence derivee de ladite sequence peptidique. 

4. Polypeptide capable de reagir specifiquement avec un anticorps anti proteine P30 de Toxoplasma gondii, carac- 
t6ris6 en ce que sa sequence peptidique comprend SEQ ID N02, ou une sequence derivee de ladite sequence 
peptidique. 



28 



EP0 724 016 A1 



Polypeptide selon la revendication 4, caractErisE en ce que sa sequ nee peptidique comprend une sequence 
choisie parmi SEQ ID N03, SEQ ID N04, t leurs sequences respectivement dErivEes. 

Polypeptide selon la revendication 5, caractErisE en ce que sa sEquence peptidique comprend une sEquence 
choisie parmi SEQ ID N05, SEQ ID N06, et leurs sequences respectivement dErivEes. 

Polypeptide selon la revendication 6, caractErisE en ce que sa sequence peptidique comprend une sequence 
peptidique choisie parmi SEQ ID N07, SEQ ID N08, SEQ ID N09, SEQ ID N010, et leurs sequences respectivement 
derivees. 

Polypeptide selon Tune quelconque des revendications 4 & 7, caractErisE en ce que sa sequence peptidique con- 
siste en une sequence peptidique choisie parmi SEQ ID N02, SEQ ID N03, SEQ ID N04, SEQ ID N05, SEQ ID 
N06, SEQ ID N07, SEQ ID N08, SEQ ID N09, SEQ ID N010, et leurs sEquences respectivement derivees. 

Reactif pour la detection d'une infection par Toxoplasma gondii caractErisE en ce qu'il comprend, a titre de subs- 
tance reactive, un polypeptide selon Tune quelconque des revendications 1 a 8, ledit polypeptide Etant Eventuel- 
lement marquE. 

10. Kit de detection d'une infection par Toxoplama gondii, caractErisE en ce qu'un rEactif selon la revendication 9 est 
20 supportE par un support solide, immunologiquement compatible avec ledit rEactif. 

11. ProcEdE pour la detection, la separation notamment purification, et/ou le dosage d'anticorps anti protEine P30 de 
Toxoplama gondii dans un Echantillon de fluide biologique caractErisE en qu'on met en contact ledit Echantillon 
avec un reactif selon la revendication 9, dans des conditions permettant une reaction immunologique, et en ce 

2S qu'on detecte, separe et quantifie le complexe immun Eventuellement formE. 

12. ProcEdE pour le dosage de la proteine P30 de Toxoplama gondii dans un echantillon d'un fluide biologique, par 
une technique de competition, caractErisE en qu'on met simultanEment en contact ledit Echantillon avec une quan- 
tite prEdEterminEe d'anticorps anti proteine P30, et une quantite prEdEterminEe d'un rEactif selon la revendication 

30 9, et on determine la quantite de proteine P30 dans ledit Echantillon par deduction a partir de la quantite mesuree 

du complexe immun formE entre le reactif et lesdits anticorps anti protEine P30. 

13. ProcEdE pour le dosage de la proteine P30 de Toxoplama gondii dans un Echantillon d'un fluide biologique, ca- 
I ractErisE en que dans un premier temps, on met en contact ledit Echantillon avec une quantitE prEdEterminEe 

35 d'anticorps anti proteine P30, dans un second temps, on ajoute une quantite prEdEterminEe d'un reactif selon la 

revendication 9, et on determine la quantite de protEine P30 dans ledit echantillon par deduction a partir de la 
quantitE mesuree du complexe immun formE entre le reactif et lesdits anticorps anti protEine P30. 

14. Composition immunothErapeutique active, notamment prEparation vaccinale, caractErisEe en ce qu'elle comprend 
40 a titre de principe actif, un polypeptide selon I'une quelconque des revendications 1 a 8, ledit principe actif Etant 

Eventuellement conjuguE avec un support immunologiquement adaptE, et eventuellement un excipient pharma- 
ceutiquement acceptable. 

15. PolynuclEotide comprenant une sEquence nuclEotidique codant pour un polypeptide selon I'une quelconque des 
45 revendications 1 a 8. 

16. PolynuclEotide selon la revendication 15, caractErisE en ce qu'il comprend une sEquence nuclEotidique choisie 
parmi SEQ ID N011, SEQ ID N012, SEQ ID N013, SEQ ID N014. 

50 17. Cassette d'expression fonctionnelle permettant I'expression d'un polynuclEotide selon la revendication 15 ou 16 
et comprenant ce dernier. 

18. Vecteur comprenant une cassette d'expression selon la revendication 17. 

55 19. MatEriel cellulaire eucaryote ou procaryote comprenant une cassette d'expression selon la revendication 17 ou 
un vecteur selon la revendication 18. 
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